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基础 研究 


二 甲 双 肛 对 糖 基 化 终 未 产物 诱导 的 成 纤维 细 肥 凋 亡 及 相关 和 蛋 日 
caspase-3、Bax 及 Bcl-2 表 达 的 影响 


庞 若 宇 , 关 美 萍 , 郑 宗 基 , 薛 泡 明 


南方 医科 大 学 南方 医院 内 分 尖 代 谢 科 ,广东 广州 510515 


摘要 :目的 探讨 晚期 糖 基 化 终 末 产物 (AGEs) 对 原 代 人 皮肤 成 纤维 细胞 凋 亡 的 影响 ,以 及 二 甲 双 肽 (Metformin) 对 原 代 皮肤 成 
纤维 细胞 凋 亡 是 否 存在 保护 作用 。 方 法 取 对 数 生长 期 的 皮肤 成 纤维 细胞 ,分 为 空白 组 ,BSA 对 照 组 (300 hg/mL),AGEs 刺 激 组 
(100、200、300 heg/mL) ,药物 组 (AGEs 300 hg/mL+Metformin 1 mmol/L) ,采用 CCK-8 检 测 24、48、72 h 细 胞 凋 亡 情况 ;Western 
Blot 检 测 细胞 培养 72 h 后 凋 亡 相 关 和 蛋白 caspase-3`Bax.Bcl-2 表 达 情 况 。 结 果 CCK-8 结 果 显示 AGEs 诱 导 皮 肤 成 纤维 细胞 调 
亡 旺 浓度 及 时 间 依 赖 性 ,AGEs 300 hg/mL 诱导 72 h 后 可 见 细胞 凋 亡 明 显 增多 (0.72+0.02 vs 1+0.04,P<0.05) ,加 入 二 甲 双 肌 后 可 
对 成 纤维 细胞 起 一 定 保护 作用 (0.98+0.02 vs 0.72+0.02,P<0.05)。Western Blot 显示 AGEs 300 ug/mL 刺激 成 纤维 细胞 72 h 后 ， 
caspase-3、Bax 蛋白 表达 增加 (P<0.05) ,而 Bcl-2 和 蛋白 表达 下 降 (P<0.05) ,Bcl-2/Bax 比值 下 降 (P<0.05) ,二 甲 双 肽 作用 后 
caspase-3` Bax 和 蛋白 表达 水 平 较 刺 激 组 明显 下 降 (P<0.05) ,而 Bcl-2 及 Bcl-2/Bax 比值 则 明显 上 升 (P<0.05)。 结 论 AGEs 可 诱导 
人 皮肤 成 纤维 细胞 凋 亡 增加 ,二 甲 双 肽 可 以 通过 调控 caspase-3、Bax 及 Bcl-2 表 达 , 从 而 起 到 抗 润 亡 作用 。 

关键 词 :糖尿 病 足 淡 疡 ;晚期 糖 基 化 终 末 产物 ;皮肤 成 纤维 细胞 ;细胞 凋 亡 ;二 甲 双 肽 


Effects of metformin on apoptosis induced by advanced glycation end-products and 


expressions of caspase-3, Bax and Bcl-2 in human dermal fibroblasts in vitro 
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Abstract: Objective To investigate the effect of metformin in protecting against advanced glycation end products 
(AGEs)-induced apoptosis in human primary dermal fibroblasts. Methods Fibroblasts were exposed to 100, 200, or 300 hg/mL 
AGEs, 300 ug/mL bovine serum albumin (BSA), or 300 hg/mL AGEs and 1 mmol/L metformin for 24, 48, or 72 h. The exposed 
cells were examined for cell apoptosis using a cell counting kit. The expressions of caspase-3, Bax and Bcl-2 protein in the 
fibroblasts treated for 72 h were detected with Western blotting. Results AGEs exposures caused significant dose- and 
time-dependent apoptosis in the fibroblasts. A 72-h exposure to 300 hg/mL AGEs resulted in obviously increased apoptosis of 
the fibroblasts compared to the control group (0.72 + 0.02 vs 1+0.04, P<0.05), and metformin significantly decreased 
AGEs-induced apoptosis (0.98+0.02 vs 0.72+0.02, P<0.05). The expressions of caspase-3 and Bax protein were significantly 
increased (P<0.05) and Bcl-2 protein expression was decreased (P<0.05) with a lowered Bcl-2/Bax ratio in AGEs-treated 
fibroblasts (P<0.05), and such changes were significantly reversed by metformin treatment (P<0.05). Conclusion Metformin can 
antagonize AGEs-induced apoptosis in human dermal fibroblasts by regulating the expressions of caspase-3, Bax and Bcl-2. 
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糖尿 病 , 是 一 种 会 诱发 多 种 并 发 症 的 慢性 疾病 , 目 
前 全 球 累 计 约 有 1 亿 7000 万 患者 " ,而 这 个 数值 到 2030 
年 预计 会 翻 一 倍 上 。 糖 尿 病 足 溃 疡 (DFU) 是 糖尿 病 常 
见 且 严 重 的 慢性 并 发 症 之 一 。 随 着 对 糖尿 病 足 及 皮肤 
病变 的 致 病 机 理 的 深入 研究 ,我 们 认识 到 糖尿 病 患 者 皮 
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肤 难 以 愈合 除了 可 能 与 皮肤 成 纤维 细胞 的 迁移 分 化 及 
细胞 外 基质 有 关外 "3, 也 与 神经 血管 病变 感染 .各 种 
生长 因子 水 平 下 降 有 关 。 近 年 来 ,人 研究 指出 ,细胞 凋 亡 
在 糖尿 病 皮肤 愈合 过 程 中 也 有 着 重要 作用 "。 人 研究 表 
明 ,糖尿 病 足 溃疡 的 发 生发 展 与 晚期 糖 基 化 终 未 产物 
(AGEs) 密 切 相 关 。 二 甲 双 肽 (Metformin) 是 2 型 糖尿 
病 治 疗 的 一 线 用 药 ,目前 研究 指出 二 甲 双 肛 可 以 抑制 细 
胞 汕 亡 的 发 生 *”Y。 然 而 ,糖尿 病 病 理 状态 下 引起 皮肤 细 
胞 凋 亡 的 原因 及 影响 因素 尚未 明确 ,二 甲 双 肌 对 糖尿 病 
病理 状态 下 细胞 凋 亡 的 作用 的 研究 其 少 。 本 研究 主要 
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观察 了 二 甲 双 肘 对 AGEs 诱 导 下 原 代 皮肤 成 纤维 细胞 
细胞 凋 亡 的 影响 。 


1 材料 和 方法 

1.1 材料 

1.1.1 细胞 来 源 oo nad 
(HDF) 由 中 山大 学 附属 第 三 医院 皮肤 科 实 验 室 馈赠 

经 过 分 离 培养 及 鉴定 ,实验 对 象 为 3~10 代 细胞 。 

1.1.2 主要 试剂 耗材 Cell Counting Kit-8(CCK-8 试 剂 
盒 )( 怕 云天 生物 );Antibody caspase-3, Antibody bax， 
Antibody bcl-2(Cell Signaling);Antibody B-actin( 中 杉 
金桥 生物 ) , 抗 免 . 抗 鼠 荧 光 二 抗 (LLCOR Biosciences ) ， 
牛 血清 白 蛋白 (BSA) 二 甲 双 肛 购 于 Sigma, DMEM 培 
养 基 购 于 HyClone, 胎 牛 血清 .0.25% 胰 酶 购 于 Gibco， 
0.22 hm PVDF 膜 购 于 Millipore。 

1.1.3 AGEs 的 制备 与 鉴定 称 取 0.192 g BSA, 溶 于 40 mL 
0.4 molL 的 磷酸 盐 绥 冲 液 Ph=7.2); 称 取 3.16g D- 葡 萄 
糖 , 深 于 20 mL 蒸馏 水 ;配制 5000 U/mL 青霉素 溶液 、 
17.8 mg/mL 庆 大 霉 素 溶液 备用 。 配 制 AGEs 时 , 取 
BSA 溶液 20 mL,D- 葡 萄 糖 溶液 6.36 mL ,青霉素 溶液 
480 huL, 庆 大 霉 素 溶 液 204 岂 混合 ,0.22 nm 滤器 过 滤 ， 
置 于 37 % 培 养 箱 避 光 孵 育 90 d,4 透析 24 h 以 去 除 未 
结合 的 葡萄 糖 。 以 相同 方法 制备 未 加 入 D- 和 葡萄 糖 的 的 
非 糖 化 BSA 作为 对 照 。 采 用 荧光 分 光 光 度 计 鉴定 ,AG- 
Es 激 发 高 峰 位 于 360 nm ,发 射 高 峰 位 于 430 nm , 峰 狭 
5 nm。AGEs 平 均 痰 光 强 度 为 88.69 U/mg ,对 照 BSA 欧 
光 强 度 为 12.04 U/mg。 

1.2 方法 

1.2.1 细胞 培养 原 代 皮肤 成 纤维 细胞 用 含有 15% 胎 牛 
血清 、100 U/mL 青霉素 .100 U/mL 链 霉 素 的 DMEM 培 
养 基 ,常规 置 于 37 % .5% CO, 培 养 箱 中 培养 ,1~2 d 换 
培养 液 ,细胞 生长 至 90% 融 合 时 传代 。 

1.2.2 CCK-8 法 检测 细胞 凋 亡 取 对 数 生长 期 的 原 代 皮 
肤 成 纤维 细胞 ,以 1x10 地 L 的 密度 接种 于 96 孔 板 中 , 培 
养 24 h 后 ,刺激 组 分 别 加 入 不 同 浓度 AGEs(100、200、 
300 heg/mL) 及 AGEs 300 hg/mL+ 二 甲 双 肌 (Mebl mmoyL， 
对 照 组 分 为 BSA300 hg/mL 对 照 组 及 空白 对 照 组 ,加 入 
200 nL 15% 胎 牛 血清 的 DMEM 培 养 基 。 每 组 设 5 个 复 
孔 。 分 别 培养 24.48.72h 后 ,每 也 加 入 20 pL 的 CCK-8 
液体 , 放 回 细胞 孵 箱 ,孵育 1 h, 用 酶 联 免疫 检测 仪 在 
450 nm 波长 检测 每 孔 吸 光度 值 。 实 验 重 复 3 次 。 

1.2.3 Western Blot 检 测 caspase-3、bax、bcl-2 表 达 取 
对 数 生长 期 的 原 代 皮肤 成 纤维 细胞 ,以 1x107mL 的 密 
度 接种 ,等 待 细胞 贴 壁 后 ,对 照 组 分 为 BSA 300 hg/mL 对 
照 组 及 空白 对 照 组 ,刺激 组 分 别 加 入 不 同 浓度 AGEs 
(100、200、300 pg/mL) 及 AGEs 300 hg/mL+ 二 甲 双 肽 
1 mmol/L, 培 养 72 h 后 ,收集 各 组 细胞 ,用 裂解 液 提取 总 


蛋白 ,用 BCA 法 测量 蛋白 浓度 定量 蛋白 。 取 20 hg 和 蛋 
白 ,进行 10% SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 , 电 泳 时 间 
约 1~1.5 h, 将 已 分 离 的 蛋白 转 至 聚 偏 二 氢 乙 烯 腊 
(PVDF 膜 ) ,封闭 缓冲 液 (TBS:0.02 mol/L tris-HC1,0.5 
mol/L NaCl, 含 0.1% Tween-20,5% 脱 脂 奶 粉 ) 室 温 下 封 
闭 1h,TBS 洗 膜 3~5 次 后 ,加 入 免 抗 人 抗体 caspase-3(1 
: 1000) ,bax(1: 1000) ,bcl-2(1: 1000) ,小 鼠 抗 人 抗体 
B-actin(1:1000)4 C 胰 育 24~48 h, 置 于 荧光 二 抗 (1: 
15 000) 室 温 孵 育 1 h, 使 用 Odyssey 双色 红外 荧光 扫描 
成 像 系统 获得 图 片 ,运用 Quantity One 图像 分 析 软 件 测 
得 条 带 灰 度 值 ,将 各 目的 条 带 与 内 参 条 带 比值 后 ,比较 
各 组 间 差 异 。 

1.2.4 统计 学 分 析 所 有 数据 均 以 均 数 + 标准 差 表示 , 采 
用 SPSS 13.0 软 件 进行 统计 分 析 , 多 组 间 采 用 One-way 
ANOVA 进行 统计 ,两 两 比较 使 用 LSD 检 验 ,P 值 小 于 
0.05 表示 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 AGEs 可 诱导 HDE 凋 亡 ,二 甲 双 肽 可 以 抑制 AGEs 
诱导 的 凋 亡 

采用 CCK-8 法 ,经 栈 联 免疫 检测 仪 在 450 nm 波 
长 检测 细胞 凋 亡 情况 (图 1) ,发 现 空白 对 照 组 与 BSA 
(300 hg/mL) 对 照 组 无 统计 学 差异 。 然 而 , 随 着 刺激 物 
AGEs 的 浓度 递增 ,在 AGEs300 jg/mL 刺 激 24 h、48 h 
均 可 见 细胞 凋 亡 增加 (0.91+0.02 vs 1+0.03;0.91+0.01 
vs 1]+0.02,P<0.05) ,以 72 h 最 为 明显 (0.72+0.02 vs 1+ 
0.04,P<0.05) ,在 AGEs300 hg/mL 刺激 下 ,细胞 数 下 降 
约 28%。 加 入 二 甲 双 肛 1 mmolLL 后 ,24 h、48 h 均 可 减 
弱 AGEs300 hg/mL 对 其 损伤 (0.98+0.03 vs 0.91+0.02; 
0.98+0.01 vs 0.91+0.01,P<0.05) ,细胞 凋 亡 明显 减少 ， 
以 72 h 效 果 更 为 明显 (0.98++0.02 vs 0.72 土 0.02, P< 
0.05)。 由 此 我 们 推断 ,AGEs 可 诱导 HDF 发 生 凋 亡 , 且 
呈 浓 度 梯 度 性 ,二 甲 双 胚 则 可 保护 HDF ,减少 细胞 凋 亡 。 
2.2 AGEs 可 影响 HDF 中 caspase-3、bax、bcl-2 蛋 白 表达 
情况 

Western blot 结 果 显 示 ( 图 2A) ,空白 对 照 组 与 BSA 
(300 ug/mL) 对 照 组 Caspase-3.Bax .Bcl-2 无 明显 趋势 ， 
差异 无 统计 学 意义 。 加 入 AGEs100 hg/mL 及 AGEs 
200 hg/mL 刺激 后 ,Caspase-3 及 Bax 表 达 开 始 出 现 上 升 
趋势 ,Bcl-2 呈 下 降 趋 势 ,Bcl-2/Bax 比例 下 降 。 加 入 
AGEs 300 hg/mL 刺激,Caspase-3 及 Bax 和 集 白 表达 明显 
上 升 (图 2B,2D),Bcl-2 明 显 下 降 ( 图 2C) ,与 对 照 组 相 
比 ,差异 有 Se 05),Bcl-2/Bax 比值 明显 下 降 
(图 2E), 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.01)。 在 AGEs 300 pg/mL 
刺激 下 ， a 双 肌 1 mmolEL ,可 见 Caspase-3 
及 Bax 和 蛋白 表达 量 较 AGEs 300 ug/mL 刺激 组 明显 下 
降 ( 图 2B,2D), 然 而 Bcl-2 和 蛋白 表达 量 以 及 Bcl-2/Bax 比 
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12 js。 例 则 上 升 (图 2C,E), 差 异 均 具有 统计 学 意义 (P<0.05)。 
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图 1 CCK- ee 响 AGEs 诱 导 HDF 凋 亡 

Fig.l Effects of metformin on human dermal fibroblast 
aopotosis induced by advanced glycation end-products (n=5). 
con: control; BSA: BSA (300 ng/mL); A100: AGEs (100 ng/mL; 
A200: AGEs (200 ug/mL); A300: AGEs (300 ug/mL); A300+ 
Met: AGEs (300 ug/mL)+ Metformin (1 mmol/L). *P<0.05 vs 
con, *P<0.05 vs A300, “P<0.01 vs A300. 
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溃疡 创面 愈合 有 重要 意义 。 


创面 愈合 过 程 中 早期 不 恰当 的 细胞 凋 亡 增加 ,使 成 
纤维 细胞 减少 ,可 能 是 糖尿 病 足 创面 难以 愈合 的 原因 之 


一 "。 动 物 实验 指出 ,糖尿 病 大 鼠 创 面 愈合 速度 明显 比 
对 照 组 大 鼠 慢 ,糖尿 病 组 创面 部 位 细胞 凋 亡 明显 增加 ， 
而 对 照 组 创面 部 位 细胞 凋 亡 现象 则 明显 较 少 ”"。 然 而 ， 
以 往 的 研究 多 集中 于 活体 动物 实验 ,对 愈合 中 有 重要 作 
用 的 各 种 细胞 研究 其 少 ,本 实验 利用 取 自 于 正常 人 的 原 


3 讨论 
糖尿 病 足 溃疡 是 糖尿 病 的 常见 并 发 症 之 一 ,发 病 率 


较 高 ,对 患者 危害 大 ,是 糖尿 病 致死 致 残 的 重要 原因 之 
。 在 创面 愈合 过 程 中 ,炎症 细胞 的 清除 和 创面 肉芽 组 

织 转 变 为 疾 痕 组 织 时 各 种 细胞 成 分 的 减少 主要 是 遵循 
J ,表明 细胞 凋 亡 机 制 可 能 在 创面 愈合 过 程 
中 发 挥 作用 。 糖 尿 病 足 创面 难 愈 , 既 可 能 与 细胞 增殖 减 
慢 有 关 , 也 可 能 与 细胞 凋 亡 增加 有 关 "”"。 成 纤维 细胞 在 
创面 愈合 过 程 中 起 关键 作用 ,是 合成 分 泌 胶 原 及 纤维 连 
接 蛋 白 的 主要 细胞 ,本 实验 对 成 纤维 细胞 的 凋 亡 作 初步 
探讨 ,了 解 糖尿 病 足 省 疡 难 愈 的 机 制 ,对 促进 糖尿 病 足 
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图 2 Western blot 检 测 凋 亡 相 关 蛋 白 Caspase-3\`Bax 及 
Bcl-2 表 达 

Fig.2 Expressions of caspase-3, Bax and Bcl-2 proteins in 
the fibroblasts treated for 72 h detected by Western 
blotting (n=3). *P<0.05 vs con, **P<0.01 vs con, “P<0.05 vs 
A300, “P<0.01 vs A300. 


代 皮 肤 成 纤维 细胞 ,探讨 细胞 水 平 上 凋 亡 的 发 生 及 其 相 
关 凋 亡 蛋 白 的 变化 ,同时 ,观察 二 甲 双 肽 对 原 代 皮 肤 成 
纤维 细胞 凋 亡 的 影响 ,首次 说 明了 二 甲 双 肌 可 调控 成 纤 
维 细胞 凋 亡 现象 及 凋 亡 相 关 和 蛋白 的 表达 ,为 糖尿 病 足 溃 
疡 的 治疗 提供 了 新 的 诊疗 思路 。 

AGEs 是 还 原 糖 与 蛋白 质 .游离 氨基 酸 之 间 经 过 一 
系列 复杂 的 非 酶 促 反 应 形成 的 产物 。AGEs 在 不 同 组 
织 中 的 聚集 ,在 糖尿 病 慢性 并 发 症 的 发 生发 展 中 起 着 重 
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要 作用 。 近 年 研究 指出 ,增加 糖尿 病 小 鼠 的 AGEs 摄 
入 ,会 导致 糖尿 病 小 鼠 创 面 愈合 减 慢 汪 ,另外 , 阻 果 了 晚 
期 糖 基 化 终 末 产物 受 体 (RAGEs) 能 够 促进 糖尿 病 小 鼠 
创面 愈合 3。 陈 莉 等 人 的 研究 指出 ,加 入 AGEs 培 养 48 h 
的 皮肤 成 纤维 细胞 细胞 突起 短 且 小 ,同时 增值 功能 受 
损 ,而 对 照 组 细胞 形态 正常 "。 牛 轶 雯 等 ”的 研究 同样 
指出 ,在 AGEs 干 预 4d 后 ,成 纤维 细胞 突起 段 而 小 ,对 
照 组 细胞 形态 正常 , 胞 体 可 见 多 个 长 突起 。CCK-8 法 的 
实验 原理 是 水 溶性 四 唑 盐 -WST8 ,细胞 增殖 越 快 越 多 ， 
颜色 越 深 ,OD 值 越 高 ,反之 ,细胞 凋 亡 越 多 ,颜色 越 浅 ， 
OD 值 越 小 %。 本 实验 使 用 CCK-8 法 结果 显示 , 随 着 AGEs 
的 浓度 提高 及 培养 时 间 延 长 ,成 纤维 细胞 凋 亡 增 加 ,以 
300 ug/mL 浓度 最 为 明显 。 在 培养 72 h 后 ,300 hg/mL 
AGEs 刺激 组 细胞 数 较 对 照 组 ,下 降 了 约 28%。 本 实验 
证 明了 AGEs 可 诱导 成 纤维 细胞 的 凋 亡 ,与 文献 报道 一 
致 %。AGEs 可 诱导 细胞 凋 亡 , 且 与 作用 时 间 及 含量 相 
关 " ,本 实验 在 同样 的 刺激 时 间 下 ,100 ug/mL AGEs 刺 
激 作用 不 明显 ,而 300 hg/mL 刺激 作用 明显 ,可 能 与 刺 
激 浓度 有 关 。 研 究 已 发 现成 纤维 细胞 膜 上 存在 多 种 
AGEs 结 合 蛋 白 ,如 RAGE、P60、P90 等 ,AGEs 与 其 结 
合 后 可 诱导 细胞 凋 亡 吕 ,AGEs 与 RAGE 结 合 后 ,可 激活 
NEF-eb ,增强 氧化 应 激 反 应 ,可 引起 细胞 持久 损伤 ””， 
此 ,AGEs 促 进 了 成 纤维 细胞 凋 亡 ,有 可 能 是 通过 其 表面 
的 AGEs 受 体 来 实现 的 。 本 实验 利用 不 同时 间 点 及 不 
同 浓度 的 AGEs 作为 刺激 物 ,进一步 说 明了 血糖 控制 欠 
佳 .AGEs 的 局 部 沉积 量 大 及 糖尿 病 病 程 长 可 能 是 糖尿 
病 足 溃疡 愈合 不 良 的 重要 因素 。 

细胞 凋 亡 受 到 细胞 内 凋 亡 调节 蛋白 的 调控 ,而 调 亡 
蛋白 又 分 为 促 凋 亡 重 白 和 抗 凋 亡 蛋 白 两 大 类 。Bcl-2 家 
族 在 细胞 凋 亡 中 起 关键 作用 ” ,研究 表明 ,Bcl-2 和 Bax 
和 蛋白 水 平 的 高 低 与 调 亡 直接 相关 :Bax 增 高 ,促进 细胞 
凋 记 ;Bcl-2 升 高 ,抑制 细胞 凋 产 。 因 此 ,有 研究 推断 ， 
Bcl-2 与 Bax 的 比值 决定 着 细胞 受 凋 亡 刺 激 后 的 生存 能 
力 ””。Caspase 家 族 是 细胞 凋 亡 过 程 中 发 挥 关键 作用 的 
一 组 半 胱 氨 酸 和 蛋白酶 ,而 其 中 的 Caspase-3 在 凋 亡 级 联 
反应 中 是 最 为 关键 的 凋 亡 和 蛋白 酶 。 本 实验 通过 
Western blot 检测 显示 , 随 着 AGEs 刺激 浓度 增加 ， 
Caspase-3 Bax 和 蛋白 表达 也 呈 递 增 趋势 , 而 Bcl-2 和 蛋白 表 
达 下 降 ,Bcl-2/Bax 比值 下 降 ,提示 成 纤维 细胞 凋 亡 增 
加 。Bcl-2 通 过 阻碍 细胞 色素 C 的 释放 ,从 而 阻 断 了 
caspase 重 白 酶 的 激活 ,抑制 了 细胞 凋 亡 。Bax 作为 
Bcl-2 家 族 重要 的 促 凋 亡 和 蛋白 ,可 作为 线粒体 膜 上 离子 
通道 的 重要 组 成 部 分 ,使 细胞 色素 C 可 以 进入 线粒体 ， 
激活 Caspase-9, 从 而 进一步 激活 Caspase-3, 促 进 细胞 
凋 亡 。Caspase-3 激 活 后 ,可 降解 DNA 损 伤 修复 酶 , 同 
时 激活 核酸 内 切 酶 ,促进 细胞 凋 亡 所 。 本 实验 证 实 了 
AGEs 在 低 浓度 刺激 时 (100 pg/mL) ,细胞 表达 的 


Caspase-3 .Bax 及 Bcl-2 和 蛋白 并 无 明显 变化 ,在 高 浓度 刺 
激 时 (300 hg/mL) ,Caspase-3、.Bax 有 蛋白 表达 明显 升 高 ， 
Bcl-2 和 蛋白 表达 降低 ,与 CCK-8 检 测 所 得 结论 一 致 。 此 
结果 说 明了 AGEs 诱导 成 纤维 细胞 凋 亡 可 能 后 
Caspase-3 Bax 和 蛋白 高 表达 .Bcl-2 和 蛋白 低 表 达 有 关 。 

二 甲 双 肘 是 传统 的 一 线 口 服 降 糖 药 , 二 甲 双 肘 不 仪 
可 以 调节 血糖 ,而 且 对 心血 管 有 一 定 的 保护 作用 2 , 同 
时 还 能 降低 糖尿 病 引 起 的 临床 不 良 事件 2 的 。 研 究 证 实 
二 甲 双 肘 在 各 种 组 织 中 发 挥 抗 氧化 特性 ,减少 糖尿 病 及 
其 并 发 症 发 展 中 AGEs 的 形成 。 此 外 ,二 甲 双 股 可 明显 
抑制 AGEs 诱 导 的 成 骨 细 胞 的 氧化 应 激 反 应 及 细胞 调 
立 2 。 在 原 代 心 肌 细胞 的 凋 亡 实验 中 ,二 甲 双 肌 可 明显 
抑制 Caspase-3 的 表达 中。 在 300 hg/mLAGESs 刺激 下 ， 
加 入 1 mmol 人 二 甲 双 股 , 发 现 Caspase-3、.Bax 和 蛋白 表达 
水 平 明 显 下 降 , 而 Bcl-2 及 Bcl-2/Bax 比值 则 明显 上 升 。 
二 甲 双 肽 可 以 减少 AGEs 引 起 的 原 代 皮 肤 成 纤维 细胞 
凋 亡 ,可 能 与 调控 Caspase-3、.Bax 及 Bcl-2 有 关 , 通 过 调 
节 促 凋 亡 蛋白 及 抗 凋 亡 和 蛋白 ,调控 Bcl-2/Bax 比值 ,抑制 
了 AGEs 诱 导 的 细胞 凋 亡 。 研 究 指 出 ,二 甲 双 有 可 通过 
激活 AMPK 通 路 ,抑制 NEF-kb 的 激活 ,抑制 前 列 腺 素 
的 生成 及 活性 氧 族 的 生成 减轻 多 种 因素 有 诱导 细胞 损 
伤 ”。Russell 等 研究 指出 ,AMPK 被 抑制 的 转基因 
小 鼠 , 在 心肌 缺 血 再 灌注 损伤 后 ,与 野生 对 照 组 小 鼠 相 
比 ,caspase-3 表 达 增 加 ,心肌 细胞 凋 亡 增加 。 有 研究 发 
现 AICAR 激 活 AMPK 可 抑制 caspase-3 的 活性 ,减少 高 
糖 诱导 的 细胞 凋 亡 加。 另 有 研究 指出 ,AICAR 激活 
AMPK 可 抑制 脂肪 酸 诱导 的 星 形 胶 质 细 胞 凋 亡 ”” 。 
Hickson-Bick 等 ”人 研究 在 软 脂 酸 介 导 的 心肌 凋 亡 过 
程 中 ,AMPK 的 活化 有 效 抑制 了 凋 亡 的 增加 。 此 外 ,二 
甲 双 肽 可 通过 激活 AMPK 抑 制 RAGE, 减 少 ROS 生 成 ， 
减弱 AGEs 诱 导 的 肾 小 管 细胞 损伤 泣 。 二 甲 双 肌 还 可 
以 抑制 多 种 因素 诱导 的 细胞 损伤 及 凋 亡 交 。 通 过 本 实 
验 ,推测 二 甲 双 县 有 可 能 是 通过 激活 AMPK, 抑制 
NF-kb 的 激活 及 活性 氧 族 的 生成 ,减少 了 调 亡 基因 的 表 
达 , 从 而 减少 了 成 纤维 细胞 的 凋 亡 ,但 具体 机 制 仍 需 进 
一 步 实验 证 实 。 二 甲 双 县 对 皮肤 成 纤维 细胞 有 一 定 保 
护 作 用 ,糖尿 病 足 淡 疡 患者 服用 二 甲 双 肽 ,不 仅仅 起 控 
制 血糖 、 保 护 心血 管 功能 ,而 且 可 能 对 糖尿 病 足 溃疡 的 
治疗 起 关键 作用 。 

综 上 所 述 ,AGEs 可 以 诱导 原 代 皮肤 成 纤维 细胞 凋 
亡 , 而 二 甲 双 肘 可 以 起 到 抗 漳 亡 作用 ,其 机 制 可 能 通过 
通过 激活 AMPK, 抑 制 NF-xb 的 激活 及 活性 氧 族 的 生 
成 ,上 调 Bcl-2, 下 调 Caspase-3、Bax 表达 , 升 高 Bcl-2/ 
Bax 比值 有 关 。 长 期 的 高 血糖 状态 ,促使 皮肤 局 部 非 酶 
糖 基 化 增加 ,引起 了 AGEs 的 堆积 ,导致 皮肤 细胞 结构 
及 功能 的 异常 ,是 糖尿 病 创面 难以 愈合 的 重要 原因 之 
一 ,也 是 糖尿 病 足 演 疡 迁延 不 全 的 重要 因素 。 临 床 工作 
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除了 控制 血糖 平稳 ,还 应 消除 或 者 阻 断 AGEs 作 

。 探 讨 病理 状态 下 皮肤 成 纤维 细胞 的 凋 亡 情况 ,有 助 
了 解 糖尿 病 创面 愈合 不 良 的 病理 机 制 ,为 临床 
治疗 糖尿 病 足 溃疡 及 糖尿 病 创面 提供 新 的 治疗 思路 与 
治疗 方法 。 
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